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DERIVES CITRULLINES DE LA FIBRINE ET LEUR UTILISATION 
POUR LE DIAGNOSTIC OU LE TRAITEMENT DE LA POLYARTHRITE 
RHUMATOIDE 

La presente invention est relative a des 
5 derives citrullines de fibrine, et a leurs utilisations 
dans le diagnostic et le traitement de la polyarthrite 
rhumatoide . 

La polyarthrite rhumatoide izi apres — flhr6q£ft 

en * PR " ) est le plus frequent des rhumatismes 

10 inf lammatoires chroniques . II s'agit d'une maladie auto- 
immune ; le serum des patients atteints contient des 
auto-anticorps dont certains sont specif iques, et peuvent 
constituer un marqueur de cette maladie, permettant son 
diagnostic meme a des stades precoces. 

15 Des travaux anterieurs de 1'equipe des 

Inventeurs ont montre que ces anticorps reconnaissaient 
differentes formes moleculaires de la famille des 
(pro) f ilaggrines (pour revue, cf. par exemple SERRE et 
VINCENT, In : Autoantibodies, PETER and SHOENFELD Eds, 

20 Elsevier Science Publishers, 271-276, 1996) . Ces 
anticorps ont pour cette raison ete denommes : « auto- 
anticorps anti-f ilaggrine (AAF) » ; . La Demande EP 
0 511 116 decrit la purification et la caracterisation 
d'antigenes de la famille des f ilaggrines reconnus par 

25 ces anticorps, et leur utilisation pour le diagnostic de 
la polyarthrite rhumatoide. 

Les Inventeurs ont montre que les epitopes 
reconnus par les AAF etaient portes par des regions de la 
molecule de filaggrine dans lesquelles au moins une 

30 partie des arginines etaient deiminees, et transformees 
de la sorte en citrulline ; des peptides citrullines 
specif iquement reconnus par les AAF ont ainsi ete obtenus 
a partir des principales regions immunoreactives de la 
filaggrine. Ces peptides, et leur utilisation pour le 

35 diagnostic de la PR font l'objet de la Demande 
PCT/FR97/01541, et de la Demande PCT/FR98/02899 au nom de 
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BIOMERIEUX. Les observations des Inventeurs concecnant ~le 
role de residus citrulline dans la reactivate de la 
filaggrine avec les auto-anticorps specifiques de la PR 
ont ete ulterieurement confirmees par d'autres chercheurs 
5 [SCHELLEKENS et al . , Arthritis Rheum., 40, n° 9 
supplement, p. S276, resume 1471 (1997); VISSER et al., 
Arthritis Rheum. , 40, n° 9 supplement, p. S28 9, resume 
1551 (1007) ] . ; 

Les Inventeurs ont en outre montre que les AAF 
10 representaient une proportion importante des 

immunoglobulines interstitielles des tissus rhumatoides 
synoviaux et qu' ils etaient synthetises localement par 
des plasmocytes specifiques presents dans ces tissus, ce 

— confirme l'hvoothese de leur implication dans la 

15 reponse auto-immune associee a la PR. L' utilisation de la 
filaggrine ou de peptides citrullines derives de celle-ci 
pour neutraliser cette reponse auto-immune fait l'objet 
de la Demande PCT/FR98 /02900 au nom de l'UNIVERSITE PAUL 
SABATIER (TOULOUSE III) . 
20 Toutefois, 1' implication de la filaggrine 

comme immunogene ou comme antigene-cible dans la reponse 
auto-immune associee a la PR n'a jamais ete constatee. Le 
veritable antigene implique dans cette reponse restait a 
identifier. 

25 Le s Inventeurs sont maintenant parvenus a 

caracteriser cet antigene, et ont ainsi montre qu' il se 
composait de derives citrullines des chaines a et/ou (J de 
la fibrine. 

La presente invention a pour objet un 
30 polypeptide citrulline derive de tout ou partie de la 
sequence de la chaine a ou de la chaine p d'une fibrine 
de vertebre, par substitution d'au moins un residu 
arginine par un residu citrulline. 

De preference, un polypeptide conforme a 
35 1' invention comprend au moins 5 acides amines 
consecutifs, et avantageusement au moins 10 acides amines 
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consecutifs, dont au moins une citrulline, de la sequence 
de la chalne a ou de la chaine p d'une fibrine de 
mammifere. Avantageusement ladite fibrine de vertebre est 
une fibrine de mammifere, de preference humaine. 
5 Des polypeptides citrullines conformes a 

1' invention peuvent par exemple etre obtenus a partir de 
fibrine ou de fibrinogene naturels, recombinants, ou de 

synthase, — ou de — fr a gm e nts — — ceux-ci — compcgnant — au — mo i ns 

un residu arginine, par 1' action de la peptidyl arginine 

10 deiminase (PAD) ; ils peuvent egalement etre obtenus par 
synthese peptidique, en incorporant directement un ou 
plusieurs r§sidus citrulline, dans le peptide synthetise. 

Des polypeptides citrullines conformes a 
1' invention peuvent egalement etre des pseudopeptides, 

15 possedant la meme structure tridimensionnelle, et done la 
meme reactivite immunologique que les polypeptides 
citrullines derives des chaines a ou P de fibrine ou de 
leurs fragments, mentionnes ci-dessus. II peut s'agir par 
exemple de pseudopeptides de type retro, dans lesquels 

20 des acides L-amines sont enchaines selon une sequence 
inverse de celle du peptide a reproduire, ou bien de 
pseudopeptides de type retro-i.nver.so, constitues par des 
acides amines de la serie D (au lieu des acides amines de 
la serie L des peptides naturels) enchaines selon une 

25 sequence inverse de celle du peptide a reproduire, ou 
bien encore de pseudopeptides contenant une liaison CH 2 — NH 
a la place d'une liaison peptidique CO— NH. Des 
pseudopeptides de ces differents types sont par exemple 
decrits par BENKIRANE et al. [J- Biol. Chem. , 270, p. 

30 11921-11926, (1995) ; J. Biol. Chem., 271, p. 33218- 
33224, (1996)] ; BRIAND et al. [J. Biol. Chem., 270, p. 
20686-20691, (1995) ; GUICHARD et al . [J. Biol. Chem., 
270, p. 26057-26059, (1995)]. 

La presente invention a egalement pour objet 

35 1' utilisation des polypeptides conformes a 1' invention, 
tels que definis ci-dessus, pour le diagnostic in vitro 
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de la PR. 

La presente invention englobe en particulier 
des compositions antigeniques pour le diagnostic de la 
presence d' auto-anticorps specif iques de la PR dans un 
5 echantillon biologique, lesquelles compositions sont 
caracterisees en ce qu'elles contiennent au moins un 
polypeptide conforme a 1' invention, eventuellement marque 

et/ou conjuguS avec une molecule porteu^e, 

La presente invention a egalement pour objet 
10 un procede de detection des auto-anticorps de classe G 
specifiques de la PR dans un echantillon biologique, 
lequel procede est caracterise en ce qu' il comprend : 

la mise en contact dudit echantillon 

bio l ogique avec au mo in? un polypeptide mnfr>rme> z 

15 1' invention, tel que defini ci-dessus, dans des 
conditions permettant la formation d'un complexe 
antigene/anticorps avec les auto-anticorps specifiques de 
la PR eventuellement presents ; 

- la detection, par tous moyens appropries, du 
20 complexe antigene/anticorps eventuellement forme. 

Ce procede de detection peut etre mis en ceuvre 
grace a un necessaire comprenant au moins un antigene 
selon 1' invention, ainsi que des tampons et reactifs 
appropries pour la constitution d'un milieu reactionnel 
25 permettant la formation d'un complexe antigene/anticorps, 
et/ou des moyens de detection dudit complexe 
antigene/anticorps . 

Ledit necessaire peut egalement comprendre, le 
cas echeant, des echantillons de reference, tels qu'un ou 
30 plusieurs serum(s) negatif(s) et un ou plusieurs serum(s) 
positif (s) . 

La presente invention, a aussi pour objet 
1' utilisation de polypeptides citrullines conformes a 
1' invention pour 1'obtention d'un medicament, et 
35 notamment d'un medicament destine a neutraliser la 
reponse auto-immune associee a la PR, et en particulier a 
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inhiber la fixation des effecteurs humoraux - ou 
cellulaires de cette reponse auto-immune avec les derives 
citrullines de chaines a ou p de fibrine presents dans 
les tissus rhumatoides . 
5 Cette neutralisation in vivo de la reponse 

auto-immune, peut participer au traitement de la PR, ou 
d'autres maladies dans lesquelles interviendraient des 

lcoiono induitos — pa* — ttf*e — ropons e — auto-immun e — di r i gee 

contre des epitopes presentant des reactions croisees 

10 avec les derives citrullines de chaines a ou p de 
fibrine. 

Avantageusement, pour. 1' administration in 
vivo, on choisira des polypeptides modifies de maniere a 
prolonqer leur duree de vie dans l'organisme, en 

15 particulier en augmentant leur resistance aux proteases ; 
il peut s'agir en particulier de pseudopeptides , tels que 
ceux mentionnes ci-dessus. 

La presente invention englobe egalement des 
compositions pharmaceutiques, notamment pour le 

20 traitement de la polyarthrite rhumatoide, caracterisees 
en ce qu'elles contiennent en tant que principe actif, au 
moins un polypeptide conforme a 1' invention. 

Des compositions pharmaceutiques conformes a 
1' invention peuvent etre administrees par tous moyens 

25 appropries, connus en eux-memes. Elles peuvent par exemple 
etre administrees de maniere systemique, par voie orale, 
ou par voie parenterale, en injection sous-cutanee, 
intraveineuse ou intramusculaire ; elles peuvent 
egalement etre administrees localement, par exemple par 

30 injections intra-articulaires , ou par micro-injections 
sous arthroscopie dans le tissu synovial inf lammatoire . 

La presente invention sera mieux comprise a 
l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a 1 ' identification de formes deiminees de la 

35 chaine a et de la chaine p de la fibrine humaine dans les 
tissus rhumatoides, et a 1 ' utilisation de fibrinogene 
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deimine pour la detection de la presence d'AAF dans des 
echantillons de serum. 

EXEMPLE 1 : PURIFICATION ET CARACTERI SAT ION DE PROTEINES 
ANTIGENIQUES RECONNUES PAR LES AAF DANS LES TISSUS 
5 SYNOVIAUX RHUMATOIDES 

1) Analyse des tissus synoviaux rhumatoides 

Materiel ct mothode s — !- - - 

Les echantillons de tissu synovial utilises 
pour les extractions proteiques ont ete preleves chez des 
10 patients atteints de polyarthrite rhumatoide, au moment 
d'une synovectomie ou d'une arthroplastie du poignet^ ou 
du genou et correspondent tous a des fragments 

t i ssu l a i re s — qui — sont — Le — si ege — de — lesions hH Qt ni 0 gjg U g S 

classiques de synovite rhumatoide. lis sont conserves par 
15 congelation dans de l'isopentane refroidi par de 1' azote 
liquide. 

Des fragments de tissu synovial provenant de 
quatre patients ont ete extraits de maniere sequentielle , 
successivement dans un tampon de faible force ionique, un 
20 tampon uree, puis un tampon uree/DTT. 
Preparation des extraits synoviaux 

L' extraction a ete effectuee a l'aide d' un 
homogeneiseur Ultra-Turrax (T25 basic, IKA Labortechnik, 
Staufen, Germany) avec un volume de 6 ml de tampon par 

25 gramme de tissu. 

Les tampons suivants ont ete utilises a 
temperature de 0° C: Tris 40 mM- HC1, pH 7,4, contenant 
150 mM de NaCl [tampon de faible force, ionique] ; Tris 40 
mM- HC1, pH 7,4, contenant de l'uree 8M desionisee sur 

30 une resine echangeuse d'ions (AG 501-X8, Biorad, 
Hercules, CA) [tampon uree]; Tris 40 mM- HC1, pH 7,4, 
contenant de l'uree 8M desionisee et du dithiothreitol 
(DTT) 50 mM, (Sigma) [tampon uree/DTT]. Tous les tampons 
ont ete supplementes par de l'EDTA 20 mM, de l'azide de 

35 sodium a 0,02%, de l'aprotinine a 2 pg/ml, du 
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Nethylmaleimide 10 mM et du phenylmethylsulf onyl fluoride 
1 mM (Sigma, Saint Louis, MI) . Apres chaque extraction, 
les homogenats ont ete centrifuges pendant 20 minutes a 
15000 g, a la temperature de 4°C. Les extraits en tampon 
5 uree et en tampon uree/DTT ont ete dialyses contre de 
l'eau avant d'etre analyses par electrophorese et par 
immunotransf ert . 

Elec LruphuL £bh> Iuiiii uu ud£ LtiuLluu 

Les proteines synoviales des differents 

10 extraits ont ete separees par electrophorese en gel de 
polyacrylamide 10 % en tampon SDS denaturant (PAGE-SDS) 
puis ont ete electrotransf errees sur des membranes de 
nitrocellulose renforcee (Hybond- TO C extra, Amersham, 

Little Chalfont/ — UK) , : 

15 Les membranes ont ete immunodetectees avec les 

preparations d'anticorps suivantes : serums humains 
rhumatoldes AAF-positifs ou AAF-negatifs ; serums humains 
controles non-rhumatoldes issus de patients atteints 
d'autres rhumatismes inf lammatoires ou d'individus 

20 sains (1/100) ; fractions d'AAF purifies (10 |ag/ml) ; 
anticorps monoclonal de souris dirige contre la fibrine 
et le fibrinogene humain (5 jag/ml) ; deux antiserums de 
mouton respectivement diriges contre les chaines a et y 
recombinantes du fibrinogene humain (1/1000) (Cambio, 

25 Cambridge, UK) ; un antiserum de lapin dirige contre la 
chaine P recombinante du fibrinogene humain (1/200000) 
(Cambio) . 

Les serums humains utilises sont issus de 95 
patients atteints de polyarthrite rhumatolde (PR) 

30 parfaitement caracterises sur les plans clinique et 
biologique selon les criteres de 1' American College of 
Rheumatology, de 24 patients atteints de rhumatismes 
inf lammatoires non rhumatoldes ou de pathologies non 
inf lammatoires (serums controles) et de 10 individus 

35 sains. La titration semi-quantitative des anticorps anti- 
filaggrine (AAF) dans les serums a ete realisee par 
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immunofluorescence indirecte sur cryocoupes d' epithelium 
d'oesophage de rat et par immunotransf ert sur extraits 
epidermiques enrichis en variant acide de la filaggrine, 
selon des protocoles precedemment publies [VINCENT et 
5 al., Ann. Rheum. Dis., 48, 712-722, (1989) ; VINCENT et 
al., J. Rheumatol., 25, 838-846, (1998)]. Les serums dits 
«AAF-positif s» sont ceux qui presentent des AAF a des 

TtrrETS biyniricaLilb apies detectiuu par i^s deux 

methodes, et les serums dits «AAF-negatif s» sont ceux qui 
10 ne presentent d' AAF detectables par aucune des deux 
methodes . 

Les AAF ont ete purifies par chromatographic 
d'af finite sur • le variant acide de la filaggrine 

6pi dermi qne aalsn l£ protocole decrit oar GIRBAL- 

15 NEUHAUSER et al. (J. Immunol., 162, 585-594, (1999), a 
partir de 45 serums rhumatoides de haut titre en AAF. Les 
fractions d'anticorps purifies ont ete reunies. 

Des sondes moleculaires secondaires conjuguees 
a la peroxydase ont ete utilisees pour la detection de 

20 tous les anticorps primaires: protein-A (Sigma), 
anticorps de mouton diriges contre les IgG de souris, 
(Biosys, Compiegne, France), fragments Fab de chevre 
diriges contre les IgG de lapin (Biosys) et fragments 
F(ab')2 de lapin diriges contre les IgG de mouton 

25 (Southern Biotech. Inc) , pour la detection respective des 
IgG humaines, murines, de lapin, et de mouton. L'activite 
peroxydase a ete visualisee par le systeme de detection 
ECL™ (Amersham International, Aylesbury, UK), suivant le 
protocole propose par le fabricant. 

30 Resultats 

Une reactivite specifique avec les AAF 
purifies et les serums rhumatoides AAF-positifs a ete 
observee uniquement dans l'extrait realise en tampon 
uree/DTT. 

35 Les resultats sont illustres par la Figure 1. 

Legende de la Figure 1 : 
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- AFAp = AAF purifies ; 

- serums PR = serums rhumatoldes : 

* AFA+ = AFA-positifs ; 

* AFA- = AFA-negatifs ; 

5 - serums controles = serums issus de patients atteints 
d'autres rhumatismes inf lammatoires que la PR ou de 
donneurs sains. . . 

Ces resultats rnont rent que iLa reactivate 

specifique avec les AAF purifies et les serums 
10 rhumatoides AAF-positif s concerne deux . bandes proteiques 
de poids moleculaire apparent d' environ 64 kD a environ 
78 kD (p64-78) et d' environ 55 kD a environ 61 kD (p55- 
61), respectivement . Ces bandes proteiques n'ont pas ete 

detectees par les serums AAF-negatif s , qu'ils proviennent 

15 de patients atteints de PR ou d'autres rhumatismes 
inf lammatoires, ou bien qu'ils soient issus de donneurs 
sains . 

La presence de ces proteines specif iquement 
reconnues par les AAF purifies et les serums rhumatoides 
20 AAF-positif s, a ete observee dans les extraits uree/DTT 
de tissus synoviaux issus des 4 patients rhumatoides 
etudies . 

Au total 48 serums rhumatoides AAF-positifs 
ont ete testes en immunotransf ert sur au moins un extrait 
25 synovial uree/DTT. Parmi ces serums, 40 ont reconnu p64- 
78, 39 ont reconnu p55-61, 37 ont reconnu a la fois p64- 
78 et p55-61, 3 n'ont reconnu que p64-78 et 2 n'ont 
reconnu que p55-61. 

Treize serums rhumatoides AAF-negatifs ont ete 
30 testes en immunotransf ert sur au moins un extrait 
uree/DTT de tissu synovial ; aucun de ces serums n' a 
reconnu p64-78 ou p55-61. 

Dix serums issus de donneurs sains et 5 serums 
issus de patients atteints d'autres rhumatismes 
35 inf lammatoires ont aussi ete testes en immunotransf ert 
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sur au moins un extrait synovial uree/DTT ; aucun. de ces 
serums n'a reconnu p64-78 ou p55-61. 

2) Caracterisation des proteines antigeniques p64-78 et 
P55-61. 

5 Les proteines de 1' extrait en tampon uree/DTT 

du tissu synovial de l'un des patients atteint de PR, ont 

ete precipitees par 4 vol umes d' acetone glacial, puis 

redissoutes dans le tampon uree/DTT a une concentration 
15 fois superieure a leur concentration initiale. 
10 Les proteines de 1' extrait concentre ont ete 

separees en electrophorese bidimensionnelle par 
isoelectrofocalisation suivie de SDS-PAGE. 

Un e separation ,electrophoretique 

LJiUiiueiisiuiinfcille a etre xealibee dams ±b sy^Leiae 

15 PhastSystem™ (Pharmacia). La premiere separation 
electrophoretique a eu lieu sur des gels 
d' isoelectrofocalisation (IEF) PhastGels™ prealablement 
laves, seches et rehydrates dans un tampon desionise 
contenant de l'uree 8 M, du Nonidet P-40 a 0, 5% et des 
20 ampholytes creant un gradient de pH de 3 a 10 
(Pharmacia) . La deuxieme dimension a ete realisee en SDS- 
PAGE sur des gels a 7,5% de polyacrylamide . 

Les proteines ont ensuite ete 

electrotransferrees sur des membranes de 

25 polyvinyldif luoride (PVDF) (membranes ProBlott™ , Applied 
Biosystems, Foster City, CA) , en Tris 50 mM et acide 
borique 50 mM. Les membranes ont enfin ete colorees par 
une solution aqueuse d'amido black a 0,1 %, d'acide 
acetique a 1 % et de methanol a 45 % , ou bien 
30 immunodetectees par des serums rhumatoides selon le 
protocole decrit en 1) ci-dessus. 

La Figure 2 illustre les profils obtenus apres 
electrotransf ert sur membrane de PVDF et : 

a) coloration a 1' amido-black ; ou bien 
35 b ) immunodetection par un serum rhumatoide 

AAF-positif ; ou bien 
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c) immunodetection par un serum rhumatolde 

AAF-negatif . 

Legen^^^de^a^^Figure 2 : 

- Amido Black = coloration a 1 ' amido-black ; 

5 - AFA+ = immunodetection avec un serum rhumatoide AAF- 
positif ; 

- AFA- = immunodetection avec un serum rhumatoide AAF- 
nogatif , 

Apres coloration a 1 ' amido-black, on observe 

10 la presence de deux proteines ma joritaires, de poids 
moleculaire apparent 64-78 kD et 55-61 kD et de pi 
d' environ 5,85 a environ 8,45- 

Ces proteines sont immunodetectees par les 
serums rhumatoldes AAF-positif s , mais pas par les serums 

15 rhumatoides AAF-negatif s . 

A partir de transferts identiques sur membrane 
de PVDF apres electrophorese bidimensionnelle, des 
fragments de membrane correspondant au centre de chaque 
zone immunoreactive ont ete excises puis soumis a un 

2 0 sequengage amino-terminal dans un sequenceur Applied 
Biosystems (4 94A ou 473A) selon le procede conseille par 
le f abricant . 

A partir du fragment de membrane correspondant 
a l'antigene p64-78, la sequence gly-pro-arg-val-val-glu- 

25 arg-his-gln-ser-ala a ete obtenue. Cette sequence est 
strictement identique a . la sequence 36-4 6 du produit du 
gene du precurseur de la chaine a du fibrinogene humain. 
Lorsque des fragments de membrane correspondant aux 
extremites droite ou gauche de la zone immunoreactive 

30 p64-78 ont ete excises puis soumis chacun a trois cycles 
de sequengage amino-terminal, les sequences gly-pro-arg 
ont ete retrouvees a chaque fois, indiquant que la 
totalite de la zone immunoreactive p64-78 possede la meme 
extremite amino-terminale . 

35 A partir du fragment de membrane correspondant 

au centre de la zone immunoreactive correspondant a 
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1'antigene p55-61, la sequence gly-his-arg-pro-leu-asp- 
lys-lys-arg a ete obtenue. Cette sequence est strictement 
identique a la sequence 45-54 du produit du gene 
precurseur de la chaine P du fibrinogene humain. 
Lorsqu'un fragment de membrane correspondant a 
l'extremite gauche de la zone immunoreactive p55-61 a ete 
excise puis soumis a deux cycles de sequengage amino- 
terminal, ia sequence gly-hls £ r^trouvge. — Lumqu' un 
fragment de membrane correspondant a l'extremite droite 
de la zone immunoreactive p55-61 a ete excise puis soumis 
a six cycles de sequengage amino-terminal, la sequence 
gly-his-arg-pro-leu-asp et la sequence gly-pro-arg-val- 
val-glu ont ete retrouvees. Ceci indique que la totalite 

-de zona immunoreactive p^-^i p^qc pHp i * mpmp 

extremite amino-terminale et qu'elle comigre 
partiellement avec 1'antigene p64-78. 

Les extremites aminoterminales des proteines 
antigeniques p64-78 et p55-61 correspondent 

respectivement aux extremites aminoterminales des chaines 
a et p du fibrinogene humain apres clivage respectif par 
la thrombine des f ibrinopeptides A et B. Les extremites 
aminoterminales des proteines antigeniques p64-78 et p55- 
61 sont done respectivement identiques a celle de la 
chaine a et a celle de la chaine p de la fibrine humaine. 

Les poids moleculaires apparents des antigenes 
p64-78 et p55-61 sont compatibles avec les valeurs 
respectives de poids moleculaires theoriques de la chaine 
a et de la chaine p de la fibrine humaine. 

L'identite de 1'antigene p64-78 et de la 
chaine a de la fibrine d'une part, et celle de 1'antigene 
p55-61 et de la chaine p de la fibrine d' autre part, ont 
ete confirmees par analyse de la reactivite d'anticorps 
antif ibrin (ogen) e vis-a-vis de ces antigenes. En 
immunotransfert, a partir d'un extrait de tissu synovial 
realise en uree/DTT, 1'anticorps monoclonal de souris 
"311" qui reconnait les trois chaines a, p et, 
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f aiblement, y du fibrinogene et de la fibrine humaine, est 
majoritairement reactif vis-a-vis des antigenes p64-78 et 
p55-61. De meme, deux antiserums, 1'un de mouton et 
1' autre de lapin, diriges respectivement- contre les 
5 chaines a et P recombinantes du fibrinogene, ont 
principalement reconnu, respectivement, une proteine qui 
comigrait avec 1'antigene p64-78 et une proteine qui 

comigrait qvoc l'antigono p55 - 61 . 

EXEMPLE 2 : REACT I VI TE DE SERUMS RHUMATOIDES ET D'AAF 

10 PURIFIES AVEC DU FIBRINOGENE DEIMINE IN VITRO. 

La reactivite vis-a-vis du fibrinogene deimine 
et non deimine a ete etudiee par immunotransf ert - Ont ete 
utilises : les ' fractions d' AAF purifies, 37 serums 

rhumatoid e s AAF positifs — do titro docroissant; — 1-0 — s e rum s 

15 rhumatoides AAF-negatifs et 19 serums AAF-negatifs issus 
de patients atteints de rhumatismes inf lammatoires ou non 
inf lammatoires (titres en AAF determines par 
immunotransf ert sur extraits epidermiques enrichis en 
variant acide de la f ilaggrine) . 

20 Les resultats sont illustres par la Figure 3A 

dans le cas du fibrinogene non-deimine, et par la Figure 
3B dans le cas du fibrinogene deimine. 
Legende de la Figure 3 : 

Figure 3 A : fibrinogene humain purifie non deimine ; 
25 - 311 = anticorps monoclonal anti-f ibrinogene 311 ; 

- serums controles = serums issus de patients atteints 
d'autres rhumatismes inf lammatoires que la PR ou de 
donneurs sains ; 

- serums PR = serums rhumatoides ; 
30 * AFA+ = AFA-positifs ; 

* AFA- = AFA-negatifs ; 
Figure 3 B : fibrinogene humain purifie deimine par une 
PAD ; 

- 311 = anticorps monoclonal anti-f ibrinogene 311 ; 

35 - ci = anticorps de mouton diriges contre les IgG de 
souris ; 
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- C2 = anticorps de mouton diriges contre la protelne-A" ; 

- serums controles = serums 'issus de patients atteints 
d'autres rhumatismes inf lammatoires que la PR ou de 
donneurs sains ; 

5 - serums PR = serums rhumatoides : 

* AFA+ = AFA-positifs ; 

* AFA- = AFA-negatifs. 

Fibrmogene non-deimine " 

Apres separation en PAGE-SDS, dans les 
10 conditions decrites dans l'exemple 1 ci-dessus, le 
fibrinogene non deimine est compose de 3 polypeptides de 
poids moleculaires apparents respectifs de 48 kDa, 58 kDa 
et 69 kDa, correspondant aux masses moleculaires 
dp^ditiaLes ctLLmidue s des chaines pulypuptidiques u, — p et y 
15 composant la proteine (resultats non presentes) • 
L' anticorps monoclonal anti-f ibrinogene "311" reconnalt 
fortement les chaines polypeptidiques a et P et tres 
faiblement la chaine polypeptidique y (Figure 3A) . 

Des antiserums specif iques de chacune des 
20 chaines a, p and y du fibrinogene ont aussi montre une 
reactivite vis-a-vis de la chaine contre laquelle ils 
etaient respectivement diriges (resultats non illustres) • 
Deimination du fibrinogene 

Une peptidyl-arginine deiminase (PAD) purifiee 
25 a partir de muscle squelettique de lapin (Sigma, St 
Louis, MO) a ete utilisee. Le fibrinogene humain 
(Calbiochem, San Diego, CA) a ete incube a la 
concentration de 0,86 mg/ml, en presence ou en absence de 
PAD (7 U/mg de proteine) pendant 2h a 50 °C, en tampon 
30 Tris 0,1 M, HC1 pH 7,4, contenant 10 mM de CaC12, et 5 mM 
de DTT. Ces conditions sont celles qui ont prealablement 
permis de generer les epitopes reconnus par les AAF sur 
une filaggrine recombinante humaine [GIRBAL-NEUHAUSER et 
al., J. Immunol., 162, 585-594, (1999)]. La deimination a 
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ensuite ete arretee par addition de SDS a 2 % ~et 
chauffage a 100°C pendant 3 mn. 

Apres une deimination de 2 heures, la mobilite 
electrophoretique en SPS-PAGE des deux polypeptides a et 
5 P s'est modifiee, celle du polypeptide y est restee 
inchangee. En effet, la proteine correspondant a la 
chaine a est alors apparue sous la forme d'une bande 

diffuso d e 82 — a — &5 — kPa ot a e t e immunodetecteo — a la — f ois 

par l'anticorps monoclonal anti-f ibrinogene "311" (Figure 
10 3B) et par 1' antiserum dirige contre la chaine a du 
fibrinogene (resultats non illustres) . 

La proteine correspondant a la chaine P est 
apparue sous la forme d'un doublet bien defini de poids 

moleculaire 58 kD pour la bande inferieure et 60 kP pour 

15 la bande superieure, qui n'a pas ete reconnu par 
l'anticorps monoclonal anti-f ibrinogene ^311" (Figure 3B) 
mais a ete immunodetecte par 1' antiserum de lapin dirige 
contre la chaine P recombinante du fibrinogene humain 
(resultats non illustres) . 
20 Aucune reactivite de la chaine a ou de la 

chaine P n'est observee avec les anticorps CI et C2 . 
Reactivite des serums 

La reactivite des serums vis-a-vis des chaines 
a et P du fibrinogene non deimine s'est averee nulle ou 

25 tres faible et ne concernait que quelques rares serums 
n'appartenant a aucun sous-groupe particulier. 

En revanche, apres deimination, les 
polypeptides correspondant aux chaines a et P deiminees 
sont fortement reactifs avec les AAF purifies (resultats 

30 non-illustres) et avec la totalite des 37 serums 
rhumatoides AAF-positifs (a 1' exception de celui qui 
possede le titre le plus faible en AAF) . Par ailleurs, 6 
serums rhumatoides AAF-negatifs sur 10 ont aussi 
clairement reconnu les polypeptides a ou P deimines : 2 

35 ont immunodetecte le polypeptide a et le doublet 
polypeptidique p, 3 autres ont seulement immunodetecte le 
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REVENDI CAT IONS 

1) Polypeptide citrulline derive de tout ou 
partie de la sequence de la chaine a ou de la chaine P 
d' une fibrine de vertebre, par substitution d'au moins un 

5 residu arginine par un residu citrulline, : * . . 

2) Polypeptide citrulline selon la 
revendication 1, derive d' une sequence d'au moins 5 

acid e s — amin e s — con3ecutif 3 — de — ta — chaino a ou — de — ie — chaine 

P d'une fibrine de vertebre. 

10 3) Polypeptide citrulline selon une quelconque 

des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que ladite 
fibrine de vertebre est une fibrine de mammif^re, de 
preference humaine. - 'i 

4) Utilisation d' un polypeptide selon urie 

15 quelconque des revendications 1 a 3 pour le diagnostic in 
vitro de la polyarthrite rhumatoide. 

5) Composition antigenique pour le diagnostic 
de la presence d' auto-anticorps specif iques de la 
polyarthrite rhumatoide dans un echantillon biologique, 

20 caracterisee en ce qu'elle contient au moins un 
polypeptide citrulline selon une quelconque des 
revendications 1 a 3, eventuellement marque et/ou 
conjugue avec une molecule porteuse . 

6) Procede de detection des auto-anticorps 
25 specifiques de la polyarthrite rhumatoide dans un 

echantillon biologique, lequel procede est caracterise en 

ce qu'il comprend : 

la mise en contact dudit echantillon 

biologique avec au moins un polypeptide selon une 
30 quelconque des revendications 1 a 3, dans des conditions 

permettant la formation d' un complexe antigene/anticorps 

avec les auto-anticorps specifiques de la polyarthrite 

rhumatoide eventuellement presents ; 

- la detection, par tous moyens appropries, du 
35 complexe antigene/anticorps eventuellement forme. 

7) Necessaire pour la detection des auto- 
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anticorps specifiques de la polyarthrite rhumatoi.de dans 
un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins un polypeptide selon une quelconque des 
revendications 1 a 3, ainsi que des tampons et reactifs 
appropries pour la constitution d'un milieu reactionnel 
permettant la formation d'un complexe antigene/anticorps, 
et/ou des moyen s de detection dudit complexe 
antigene/anticorps . ' — 

8) Utilisation d'un polypeptide citruliine 
selon une quelconque des revendications 1 a 3 pour 
l'obtention d'un medicament. 

9) Utilisation selon la revendication 8, 
caracterisee en ce que ledit medicament est destine a 
n e utralisor la roponcn antn^nmnnn aeeee4r4e - a la m. 

10) Composition pharmaceutique, caracterisee 
en ce qu' elles contient en tant que principe actif, au 
moins un polypeptide citruliine selon une quelconque des 
revendications 1 a 3. 
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